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Bifunctional　haptenを用いたポリクローナル抗体開発への新戦略
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はじめに
　YalowとBersonがインシュリンの測定に抗原一抗体
反応を用いた分析法，即ち，イムノアッセイを用いた分
析法を報告して以来L2），臨床化学分野においては，生体
内の微量成分の分析にこのイムノアッセイが重要な役割
を担うようになった．1980年代に入ると，Hammockと
Mummaが水，土壌等の環境試料や食品試料中に残留す
る微量の農薬のモニタリングにイムノアッセイを適用す
ることができると提唱した3）．従来，環境試料や食品中
に残留する農薬の分析には，ガスクロマトグラフィー
（GC）4－6），高速液体クロマトグラフィー（HPLC）7’8）等の
機器分析法が主に用いられている．これら機器分析法の
大きな利点として，高感度分析が期待できることが挙げ
られる．しかしながら，試料前処理が必要不可欠であり，
この過程においては，煩雑な操作に加えて，多量の有機
溶媒を要する等，労働衛生上の見地からも，課題は多い．
一方，免疫化学測定法の一手段として，アフィニティー
カラムをクリーンナップ工程に導入することにより，迅
速で簡便な残留分析が期待でき，検体処理能力の向上が
可能となる9㌧また，イムノァッセイでは，大型の分析装
置を必要としないため，オンサイトでの分析も充分可能
である10）．このような免疫化学測定法の利点に着目し
て，これまでに数多くの農薬に対する抗体が開発され，
実試料への応用が試みられているll－15）．
　通常，農薬のような低分子化合物は，抗原性が非常に
弱く，生体内に取り込まれても，生体防御機構は，殆ど
惹起されない．即ち，農薬に対する抗体は，産生されに
くい．従って，農薬に対する抗体を得るためには，ハプ
テンと呼ばれる化合物を合成する必要がある．得られる
抗体を用いたイムノアッセイの測定感度や特異性は，設
計されたハプテンの化学構造に依存すると言っても過言
ではない16－18）．このハプテンの設計，合成を経て，ウサ
ギ等の実験動物へ投与して，抗体を確保するが，実際の
測定に供するためには，ある程度の抗体価（titer）が必要
である．titerを上昇させるためには，実験動物に対し，
数回の追加免疫を繰り返す必要がある．この操作によ
り，充分なtiterを有する抗体が得られるまでに，特に
低分子化合物の場合では，半年，若しくは，それ以上の
時間を必要とする．
　本研究では，対象物質として，有機リン系殺虫剤フェ
ニトロチオン（MEP）を選択し，より短期間で，測定に供
するに充分なtiterを有する抗体（ウサギ抗血清）を得
ることを目標に，2っの機能を有したbifunctional
haptenを合成した．即ち，［1］MEPに対する抗体を得
るための機能及び［2］免疫動物の免疫原（抗原）に対す
る抗体産生能を促進させる機能を持ち合わせたハプテン
の合成を従来の抗体作製技術に導入した．このアプロー
チにより，初回免疫後，40日間でMEPの測定に供する
に充分なtiterを有する抗血清を取得したので，報告す
る．
bifunctional　haptenの設計と合成
　ハプテンは，通常，カルボン酸誘導体として合成し，
カルボキシル基とキャリアタンパク質の遊離アミノ基と
をアミド結合でカップリングしたものを免疫原として用
いるのが常法であるll－15）．得られる抗体の抗原に対する
認識部位はこのカルボキシル基を導入する位置により大
きく異なることが知られている17・18）．更に，認識させた
い基とキャリアタンパク質との間にアーム（一般的に
は，2～5のメチレン基）を導入し，ある程度の隔たりを
作ることにより免疫系によるハプテン認識能が向上する
と言われている17・18）．また，このアームの結合するハプ
テン部位が対象物質の特徴的な部位から隔たる程，特異
性の高い抗体が得られ易くなるとも言われている17・18）．
そこで，bifunctional　haptenの設計に当たり，　MEPと
その代謝活性体であるフェニトロオキソン（MEP－oxon）
及び分解生成物3一メチルー4一ニトロフェノール（MNP）の
三化合物は，何れも分子内に3－methyl－4－nitrophenoxy
基を共通構造として有していることから（Figure　1），こ
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Figure　2　Synthetic　pathway　of　haptens．　HOBt，1・hydroxy・1π一benzotriazole　monohydrate；DCC，ハζ1V’・dicyclohexyl－
　　　　　carbodiimide；TEA，　triethylamine．
の官能基を三化合物の特徴的な部位として着目し，
MEP関連化合物と群特異的に反応する抗血清の取得を
目指した．次に，ウサギの抗体産生能を促進させる効果
を期待して19’20），ハプテン分子内に2，4・dinitrophenyl
（DNP）基を導入し，　bifunctional　hapten（LysMNPA）
を設計した（Figure　1）．　LysMNPAを合成するに当た
り，一分子内に3－methyl－4－nitrophenoxy基とDNP基
を導入するために，出発原料物質として，ε・アミノ基に
DNP基が導入されたリジン（DNP・リジン）を用いた．
DNP一リジンを用いることにより，α一アミノ基と3－
methyl－4・nitrophenoxyacetic　acid（MNPA）のカルボ
キシル基とのカップリングのみならず，キャリアタンパ
ク質との結合に用いるα一カルボキシル基と3－methyl－4・
nitrophenoxy基との間にある程度の隔たりを作ること
も可能 なり，LysMNPAの合成に当たっては，非常に
効果的であった（Figure　2）．
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LysMNPAの抗体産生促進効果
Table　2Summary　of　titer　of　antisera　obtained　from
System　2a．
　合成したLysMNPAのウサギに対する抗体産生促進
効果を評価するために，従来のハプテン構造を有した
MNPAで免疫して得た抗血清のtiterと比較した．　Lys－
MNPA及びMNPAを活性化エステル法に基づき21），牛
血清アルブミン（BSA）とコンジュゲートしたものを免
疫原として用い，LysMNPA－BSAを4羽のウサギ
（System　1）に，　MNPA－BSAを2羽のウサギ（System
2）にそれぞれ免疫した．各々から得た抗血清を間接
ELISAに基づいたチェッカーボードタイトレーション
を用い，5種の固相化抗原（cAg，オボアルブミン，
OVAコンジュゲート）に対して，それらのtiterを評価
した．System　1より得た抗血清（R－1～R－4）のtiterは，
初回免疫から3週間後にホモロロガスハプテン（Lys・
MNPA－OVA）及びヘテロロガスハプテン（MNPA－
OVA）に対して，上昇した（Table　1）．更に，2回目の追
加免疫後におけるtiterの上昇は，著しく高まり，初回
免疫から40日後における4種抗血清のtiterは，　MEP
測定に供するに充分なtiterを持ち合わせるまでに達し
た．一方，3位のメチル基が欠損したLys4NPA－OVA，4
NPA－OVAに対するtiterの上昇は，　LysMNPA－OVA，
MNPA－OVAに対するそれよりも著しく低かった．これ
は各抗血清が3位のメチル基の存在を明らかに認識し
ているものと推測される．一方，System　2より得た抗
血清のtiterを2種のcAgに対して，評価した（Table
Coating　antigen
Daysb　　AntiserumMNPA－OVA　　4NPA－OVA
7 ?
コ????
21 ?コ??
ロ
十
35 ?　??
ロ
十十
十
49 ?? 十
?
十
十
63 ?テ??
コ
十
十
十
十
77 ?エ??? 十十十
十十
91 ?コ??? 十十十
十十
aThe　data　shown　are　at　an　antiserum　dilution　of　l：
　16000and　a　coating　antigen　concentration　of　2．5μ9／
　mL．　Symbols　refer　to　optical　density　ranges　after　30
　min　of　color　development：（一）absorbance＜0．25；（十）
　absorbance＝0．25－0．50；（十十）absorbance＝0．50－0．75；
　（＋十十一）absorbance＝0．75－LOO；（十十十十）absorbance
　＞1．00．
bThe　days　shown　are　the　total　number　of　days　after
　6rst　immunization．　The　booster　injection　was　per－
　formed　4　times　after　first　immunization．
Table　l　Summary　Of　titer　Of　antiSera　Obtained　frOm　SyStem　la
Coating　antigen
Daysb AntiserumLysMNPA－OVA　　MNPA・OVA　　Lys4NPA－OVA　　4NPA・OVADNP・OVA
7 ???　??
　????????
十
???
21 ー???ロ????????? 十十十
十十十
十十
十十十
十十
十十十
十十
十十
十
十
十
十
十
十
??
33 ??ロ??
コ????????
? 十十
十十十
十十
十十十
十十
十十十
十十
十十十
　
十
??
???? ???? ?????
40 R－1
R－2
R－3
R－4
十十十十
十十十十
十十十十
十十十十
十十十
十十十十
十十十十
十十十
十
十
十
十
十
十
十
十
???? 十十十
十十十
十十
十十
aThe　data　shown　are　at　an　antiserum　dilution　of　1：16000　and　a　coating　antigen　concentration　of　2．5μg／mL．　Symbols
　refer　to　optical　density　ranges　after　30　min　of　color　development：（一）absorbance〈0．25；（十）absorbance＝0．25－0．50；
　（十十）absorbance＝0．50－0．75；（十十十）absorbance＝0．75－1．00；（十十十十）absorbance＞1．00．
bThe　days　shown　are　the　total　number　of　days　after　first　immunization．　The　booster　injection　was　performed　3　times
　after　first　immunization．
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2）．この結果，ホモロロガスハプテン（MNPA－OVA）に
対する抗血清（R－5，R－6）のtiterの上昇レベルは，明ら
かにSystem　1より得た抗血清のそれよりも遅いことが
分かった．即ち，従来の構造を有したハプテンに抗体産
生促進効果を期待してDNP基を導入し，　bifunctional
haptenとすることにより，40日間足らずの短期間で測
定に供するに充分なtiterを持ち合わせた抗血清を得る
ことに成功した．
　次にSystem　1より得た4種抗血清にっいてLysMN－
PA－OVA及びMNPA・OVAをcAgとして，　MEPとの
競合ELISA試験に供した．その際の各種抗血清の希釈
倍率とcAgの固相化濃度は，チェッカーボードタイト
レーションに基づき，算出した．4種抗血清は，ホモロ
Table　3Selected　indirect　competitive　ELISA　screen－
ing　data　againSt　fenitrothiOna．
ロガスハプテン（LysMNPA－OVA）をcAgとして用い
た場合よりも，ヘテロロガスハプテン（MNPA－OVA）を
cAgとして用いた場合の方が，　MEPに対する感度が高
かった（Table　3）．中でも，　R－3抗血清がMEPに対し
て，IC50値が6．1　ng／mLと最も高い感度を示した．こ
れらの結果から，cAgにはMNPA’OVAを1．25μg／
mLの固相化濃度で用い，　R－3抗血清を8000倍希釈で
用いることにより，MEPに対する高感度分析が期待さ
れた．この最適条件でのMEPの検出限界は，0．45　ng／
mLであった（Figure　3）．
R－3抗血清の交差反応性に関する検討
AntiserumCoating　antigenIC50（ng／mL）
R－1 LysMNPA－OVA
MNPA－OVA
????ー?
R－2 LysMNPA－OVA
MNPA－OVA
?????
R－3 LysMNPA－OVA
MNPA－OVA
??
R－4 LysMNPA－OVA
MNPA－OVA
??
aThe　fenitrothion　standardS　were　prepared　in　a　10％
　（v／v）methanol／PBS　solution．　The　final　concentra－
　tion　of　methanol　was　5％（v／v）．
　得られた抗体の交差反応性は，その抗体の認識部位の
推測及び抗体の用途等を判断することができる重要な知
見となる．今回，目的とした抗血清は，MEPとその関連
化合物であるMEP－oxon並びにMNPを群特異的に検
出することを期待して，ハプテンの設計を手掛けた．選
抜したR・3抗血清は，予想通り，MEP・oxonとMNPに
対して，ほぼ同等の交差反応性を示した（Table　4）．
MEPと同様に芳香環にニトロ基を有するエチルパラオ
キソン，EPN等に対しては，0．3％以下の交差反応性し
か示さなかった．これは，3位のメチル基の存在が抗原一
抗体反応に大きく寄与していることを示唆するものであ
り，ダイアジノン，ピリミフォスメチル，クロルピリ
フォスのように複素環を有する化合物やフェンチオンの
ようにニトロ基がチオエーテル基に変換した化合物に対
しては，反応しなかった．また，2一ニトロトルェン，ニト
1．200
1．000
oo????????????????????????
??????」????
0．200
0．000
　　0．01 0．1 1 10 100 1000 10000
Concentration　of　Fennrothion（ng／mL）
Figure　3　ELISA　inhibition　curve　for　fenitrothion．　Reagent　concentrations：antiserum　R－3，1：8000（final　dilution　in
　　　　wells）；coating　antigen（MNPA－OVA），1．25μg／mL　The　data　are　the　average　of　nve　replicates　with
　　　　coe伍cient　of　variation　below　16％．
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Table　4　Cross－reactivity　of　antiserum　R－3　to　fenitrothion　and　related　compoundsa．
CompoundChemical　structureCR（％）b CompoundChemical　structure　CR（％）b
fenitrothion
fenitrooxon
ethyl　paraoxon
CH・o、〃s
㎡’一⇔－
　　　　　　CH3
CH30、
CH30
　　　　　　CH3
C2HsO、〃O
烏♂柱窃
　　　　　　　　CH・o、“ρmethyl　paraoxon　　　　　　　　・♂●亀
EPN
fenthion
dicapthon
diazinon
pirimiphos－methyl
c・H・o、〃s
（戸士防
CH・o、〃s
㎡’⇔－
　　　　　　CH3
：：：：）
：：：：：〉鑓
　　　　　　CH（CH3）2
：：：：）ぷぱ
　　　　　　N｛CH3｝2
100
107
0．2
0．2
0．3
＜0．01
＜0．01
＜0．01
＜0．01
c馬叉CH30
C1
chlorpyrifOS
malathion
3－methyl－4－nitrophenol
4－nitrophenol
2－nitrotoluene
nitrobenzene
DNOC
dmoterb
dinoseb
C
γ　、　1　＜0・01
CH・o、〃s
　　　　，c〔㌔c2H5　　＜0．01／P、
CH30　S－CH、
　　　　　CH2CO2C2H5
02
　　　　CH3
・ぺ｝儀
○－
　　CH3
0→防
・辱
　H3C
　02N・や一
（CH3｝3C
　02Nや一臓
鍋
?
113
0．1
0．2
＜0．01
＜0．01
＜0．01
＜0．01
aELISA　conditions　were　1．25μg／mL　coating　antigen　MNPA－OVA，1：8000　dilution　antiserum　R－3．　Preparation
　of　assay　conditions　were　as　described　in　the　Materials　and　Methods　section．
bPercentage　of　cross・reactivity（CR）＝（IC500f　fenitrothion／IC500f　related　compound）×100．　IC50　is　the　analyte
　concentration　that　reduces　the　assay　signal　to　50％of　the　maximum　value．
ロベンゼンに見るように，ニトロ基のρ位の水酸基が存
在しない化合物においても，交差反応性は示さなかっ
た．これらの知見より，R・3抗血清の反応性は，明らか
に免疫ハプテンLysMNPAの化学構造を反映した結果
となった．即ち，3・methyl－4－nitrophenoxy基の存在が
R－3抗血清の反応性に大きく寄与していると考えられ
た．
実試料への応用
　作製したR・3抗血清をMEPが残留している実試料
（水試料）へ応用するために有機溶媒耐性試験，水試料に
由来した爽雑物，添加剤（Tween　20）の影響を調べ，間
接競合ELISAの最適化を検討した．
　今回は，実試料には水試料を対象としたが，食品或い
は生体試料へ適用する場合，各試料からの抽出操作が必
要不可欠となる．一般的にMEPを各種試料から抽出す
る際には，アセトン22－24），アセトニトリル25）及びメタ
ノール26｝等の有機溶媒を用いる場合が多い．従って，
ELISA被検液中には，抽出溶媒として使用される有機
溶媒の混入は免れないことから，有機溶媒の測定感度へ
の影響等を検討することは，実試料へ応用する際非常
に重要な因子の一つとなる1H3・15｝．三種有機溶媒の添加
量を変えて，Amax（MEP無添加時における吸光度）と
IC50値を指標として，　R・3抗血清の測定感度に及ぼす有
機溶媒の影響を検討した．その結果，三種有機溶媒の添
加濃度の上昇と共に，Amaxは減少傾向に，　IC50値は上
昇傾向となり，R－3抗血清の反応性の低下とMEP測定
感度の減少が観察された（Figure　4）．この減少は，アセ
一 21一
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　Influence　of　different　organic　solvents　on
　the　analytical　parameters　of　the　fenitro－
　thion　indirect　competitive　ELISA．　Results
　are　the　mean　of　three　independent　experi－
　ments　with　two　replicate　wells　per　plate．
トンとアセトニトリルにおいて，顕著に表れた．メタ
ノールにおいては，添加濃度を10％（v／v）以下にする
ことにより，測定感度への影響を抑えられたことから，
メタノールを抽出溶媒として，その最適添加濃度を
10％（v／v）以下とした．
　ELISAは，抗原に対して特異性の高い抗体を用いて
分析を行う手法であることから，様々な爽雑物が存在す
る試料に適用した場合でも，簡便，迅速な分析が期待さ
れる．しかし，実際は，試料中の爽雑物が抗原・抗体反応
に何らかの影響を及ぼすことが知られている2η．即ち，
ELISAにおいては，マトリックスの影響を無視するこ
とは，大抵の場合，不可能である．特に，食品試料のよ
うな爽雑物が非常に多い場合においては，マトリックス
の影響を無視することは，困難であり，慎重に測定する
必要性がある28－30）．今回は，水試料として，河川水，水
道水，ミネラルウォーター（瓶詰め）及び精製水を用い，
PBS中で調製した希釈系列から得た標準曲線との比較
により，各種水試料に由来した共存物質の影響について
検討した．その結果，ミネラルウォーター及び精製水に
おいては，コントロール曲線（PBS）とほぼ一致し，マト
リックスの影響は見られなかった．しかし，河川水及び
水道水においては，標準曲線の解離が観察され，試料由
来の共存物質の影響が見られた．
　このマトリックスの影響を改善するための手段とし
て，主に，Tween　20やBSA等の添加剤が繁用され
る3L32）．これまでに筆者の経験でも玄米に由来したマト
リックスの影響を改善するためにTween　20を添加し，
ELISAの最適条件を構築した28）．この知見に基づき，今
回の検討においても，Tween　20を選択した．その結果，
希釈緩衝液に0．05％（v／v）Tween　20を添加することに
より，各種水試料の標準曲線は，コントロール曲線と一
致した（Figure　5）．また，　Tween　20の添加による，　R－3
抗血清の測定感度への影響も無かった．従って，各種水
試料へ構築したELISAを適用する場合，希釈緩衝液と
して0．05％（v／v）Tween　20含有PBS（0．05％PBST）
を使用することが望ましいと考えられた．
　構築したELISA条件で得られた標準曲線をFigure　6
に示したが，MEPに対するIC50値は，5．6　ng／mLで
あった．また，Midgleyらの方法33）に準じて，算出した
検出限界は0．3ng／mLで，定量範囲は1～39　ng／mL
であった．
　MEPを0．5～10　ng／mLの濃度レベルで添加した四
種水試料を，直接，抗血清希釈溶液と等量混合して，分
析に供した．その結果，平均回収率は，105．9％，CV値
は，10．9％と満足すべき結果を得ることができた
（Table　5）．
おわりに
　農薬のような低分子化合物に対するポリクローナル抗
体作製において，「bifunctional　hapten」と称する新た
な概念を導入し，目的物質に対する抗体産生を期待する
と同時に，測定に供するに充分なtiterを持ち合わせた
抗体を短期間で得る画期的な目標を達成した．今回の研
究においては，有機リン系殺虫剤MEP及びその関連物
質であるMEP－oxonとMNPを群特異的に検出するウ
サギポリクローナル抗体を取得するために，これら三化
合物に共通した構造である3’methyl－4－nitrophenoxy
基をハプテンに導入し，更に，ウサギの抗体産生能を促
進させる効果を期待して，同一分子内にDNP基を導入
したLysMNPAを設計して合成した．合成に当たって
は，キャリアタンパク質と3－methyl－4－nitrophenoxy
基との間に適当な隔たりが得られる．DNP基が導入さ
れたDNP一リジンを使用することが，　LysMNPA合成に
は，好都合であった．LysMNPAにより免疫されたウサ
ギより得られた抗血清のtiterは，初回免疫から21日後
に著しい上昇が認められた．更に，40日後には，MEP
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Figure　5　Comparison　of　fenitrothion　competitive　curves　obtained　from　standards　prepared　in　PBS　not　containing
　　　　　　　Tween　20（Top）and　containing　O．05％（v／v）Tween　20（PBST）（Bottom）．（◇）Control，（●）river　water，（■）
　　　　　　　tap　water，（○）purified　water，（口）bottled　water．　The　assay　conditions　were　as　follows：i皿lnobilized
　　　　　　　coating　antigen（MNPA－OVA）（1．25μg／mL），　antiserum　dilution，（1：8000，　final　dilution　in　wells），　assay
　　　　　　　buffer（PBS（TOP）or　O．05％（v／v）PBST（Bottom）），　incubation　time　and　temperature　of　the　competition　step
　　　　　　　（lhat　room　temperature），　and　pH（7．2）．　The　data　are　corrected　for　the　background　and　are　the　average　of
　　　　　　　two　replicates．（Top）IC50　values　were　as　follows：Std．，6ng／mL；river　water，6．6　ng／mL；tap　water，8ng／
　　　　　　　mL；purified　water，6．2　ng／mL；bottled　water，5．6　ng／mL．（Bottom）IC50　values　were　as　follows：Std．，6ng／
　　　　　　　InL；river　water，6．5　ng／mL；tap　water，6．3　ng／mL；purified　water，5．8　ng／mL；bottled　water，5，7　ng／mL
測定に供するに充分なtiterを有していた．一方，従来
のハプテン構造を有したMNPAで免疫したウサギより
得た抗血清のtiterの上昇レベルは，　LysMNPAにおけ
る場合とは，明らかに異なっていた．即ち，DNP基の導
入は，著しくウサギの抗体産生能を促進していることが
分かった．LysMNPAで免疫したウサギより得た40日
目の抗血清（R－1～R－4）をMEPに対する競合ELISAに
供したところ，ヘテロロガスELISAでR－3抗血清が最
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Figure　6　Representative　standard　curve　for　fenitrothion　obtained　under　the　optimized　assay　conditions：immu－
　　　　　　　　noreagents，　antiserum　R－3（1：8000，6nal　dilution　in　wells）and　coating　antigen　MNPA－OVA（1．25μg／mL）；
　　　　　　　　assay　buffer，　PBS　containing　O．05％（v／v）Tween　20（PBST），　pH　7．2；competition　steps，1hat　room　tem－
　　　　　　　　perature．　The　data　are　the　average　of　five　replicates　with　coef迫cient　of　variation　below　l4％．
Table　5　Recovery　of　fenitrothion　from　spiked　water　samples．
Sample Fenitrothion　added
　　　　（ng／mL）
Fenitrothion　recovereda
　　　　　（ng／mL）
　SDb
（ng／mL）
???㎝
砺
Recovery
　　（％）
rlver　water 0．5
　1
　5
10
0．53
LO
5．0
10．6
0．088
0．150
0．658
0．922
16．6
14．6
13．2
8．7
105．5
102．5
10α0
1058
tap　water 0．5
　1
　5
10
0．5
L2
5．2
10．2
0．063
0．126
0．580
0．592
12．8
10．3
11．2
5．8
99．5
122．5
103．5
101．5
purified　water 0．5
　1
5
10
α54
1．1
5，0
10．2
0．060
0．100
0．670
0．722
11．1
8．9
13．5
7．6
107．5
112．3
99．5
10L5
bottled　water 0．5
　1
　5
10
0．5
1．1
5．8
10．7
0．067
0．141
0．483
0．648
13．4
12．9
8．3
6．1
99．5
110．0
116．0
107．0
Mean 10．9 105．9
aEach　determinatiOn　waS　run　in　quadruplicate，　and　the　mean　absOrbanCe　was　interpolated　in　Standard　Curve　per－
　formed　in　the　same　ELISA　plate．　Data　are　the　average　of　4　independent　determinations．
b　Standard　deviation．
c　Intrassay　coefncient　of　variation．
も高感度であった．また，R－3抗血清の交差反応性に関
して検討したところ，免疫したLysMNPAの化学構造
を反映した結果を得ることができた．即ち，反応部位と
して，3－methyl－4－nitrophenoxy基を認識する性質を有
することが明らかとなった．
　採用したR・3抗血清を実試料（水試料）に応用するた
めに，各種パラメーターを検討した．特に，実試料に由
来した爽雑物の影響を検討することは，農薬イムノアッ
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セイにおいては，非常に重要であり，今回，用いた水試
料においても，このマトリックスの影響を観察した．こ
のマトリックスの影響を改善するために希釈緩衝液中に
少量の界面活性剤Tween　20を添加した結果，この現象
を回避することができた、最終的にこの条件を最適条件
として，水試料からのMEPの添加回収試験を実施し
た．その結果，平均回収率並びにCV値は，概ね良好な
値となった．これらの結果より，水試料中に残留する
MEPを固相抽出（SPE）等の濃縮操作をせずに，直接
分析に供することが可能となった．これにより，分析操
作の迅速化，簡便化を図ると共に，検体処理能力の向上
にも一躍を担うことが明らかとなった．
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